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網膜に 特異的な cD N AくpC R3071 を プ ロ
ー ブ と して ， O kaYa m a．Be rg 法よ っ て作製 し た ウ シ網膜
cD N A ライブ ラ リ ー か ら新た に 完全長 cDN Aの 選択 を行 っ た ． 的 12，000偶の コ ロ ニ
ー か ら コ ロ ニ ー ハ イ
プ リダイ ゼ ー シ ョ ン 法に よ り ス ク リ ー ニ ン グ を行 っ た ． 単離 した 22個の 内，21個の ク ロ
ー ン は pC R307と
同 じ制限酵素地図 を示 した ． 一 方 ， 残 り の
一 個 の ク ロ ー ン は， 最 も 長 い イ ン サ ー ト を 有す る ク ロ ー ン
くpC R1 81 で あ っ た ． pC R18 クロ
ー ン は 905塩基対イ ンサ ー ト を有 してい た が， pCR307 とは 異なる制限
酵素地図を示 した． No rthern プ ロ ッ ト解析 に お い て ，pC R 18 は ウシ網膜の 約 12 Sく約 1，000ヌ ク レ オ チドう
の 大き さ を示す m R N A種 と の み ハ イ プ リダ イ ズ し， ま た脳 お よ び肝臓 の m R N A と は反応 しな か っ た ．
pcR18 のCD N A イン サ
ー トの 塩基 配列 か ら， 約 15，700ダル トン の 分子量 の ポ リ ペ プ チ ドを コ
ー ドする推
定 open re adingfra m eく147 アミ ノ酸残勘 が存在す る こ と が わ か っ た ． 約 3，100種 の 既 知蛋 白質ライ ブ
ラ リ ー か ら， 本実験で 推定した ポリ ペ プチ ドの ア ミ ノ酸配列の ホ モ ロ ジ
ー 検索 を行 っ たが ， ホ モ ロ ジ ー の
認め られ る もの は なか っ た ． pCR18 とm R N A は， 網状赤血 球由来の 蛋白合成系に お い て 約 19，000 ダル ト
ン の ポ リペ プ チ ドを翻訳 した． So uthernプ ロ ッ ト解析に よ っ て ， pC R 18の 遺伝 子が ウ シ ゲ ノ ム 中に 単
一 コ
ピ ー と して存在 して い る こ と が示 さ れ た． さ らに ， R N A dot プ ロ ッ ト解析 に お い て ， ヒ ト網膜芽細胞脛
くY 79お よ び W E RIl か らの ポリ くAう R N A がpC R 18 とハ イ プ リ ダイ ズ し， その 強さ は ウ シ 網膜と同程
度であっ た． 以 上 の結果 は， 新規 に ク ロ
ー ン 化し た pC R 18 は， 網膜 に 特異的な新 し い 蛋 白質を コ
ー ドして
い る こ と， さら に pC R18 クロ
ー ン の 遺伝子 が ヒ ト網膜芽細胞腰細胞株 に も発現 し てい る こ と が 明 らか と
な っ た ． し か し， こ の 蛋白質の網膜組織内分布お よ び機能 に つ い て は今後の 研究が 必 要で ある ．
Key w ords r etin a specific cD N A， ne ur alretin a， m Olec ular clo ning
神経組織で は他の 組織 に 比 べ て ， 非常 に 多く の 特異
的な遺伝子 が 発現 して い る こ とが 知られ て い る
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． し
た が っ て ， これ ら神経系に 特異的な遺伝子 ， お よ び そ
の産物 に つ い ての 研究は ， 神経 の 分化や機能の 解明 の
みな らず， 神経系疾患の 原因究明 お よ び 診断， 治療 に
役立 つ もの と考 えら れ， また ， 薬理 学的観点 か らは ，
神経作用 薬， 特 に 向精神薬の 作用点や 耐性の 機構の 理
解 に 重要な知見を与 える もの と 思われ る．
近年， 組換 え D N A技術 を用 い た ク ロ ー ニ ン グの 手
法 に よ り ， 神経 系 に 特異的 な遺伝 子 の 解析が 可能と
な っ て き て い る3I． 特 に ， Scheller ら直 に よる ア メ フラ
シ の 産 卵行動 を制御す る 遺伝 子 ク ロ ー ニ ン グの報告
や ， ラ ッ ト 脳 に 共 通 し た 82椚ヌ ク レ オ チ ド 配列
くide ntifier s equ en c eJ の 存在， お よ びそ の特異的な
遺伝子発 現 に 関 す る Sutcliffe ら5，の 報 告が挙げ ，1 iL
る
．
そ こ で ， 比 較的単純 な構造 を も つ 網膜 をと り とけ，
網膜に 特異 的 に発 現 する遺伝子 に つ い て 検討すること
A bbreviation s こ CD N A， CO mple m e ntary D N A三 E D T A， ethylen ediamin etetra a c e
tic acidこ
H E P ES， N －2－hydr o xyethylpipe r azine
－ N，－2－ ethan e sulfonic acidi m R N A， m eS S e nger RN A三
pIP E S， piper azin e
－N － N ，－bis く2－ etha n e－S ulfonic acid，iS D S， SOdiu m dodecyl s ulfateiSSC．
s olutio n c o ntaining O．15 MNaCl＋0．015 Ms odiu m citr atei
網膜 に 特異的 な CD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
とした． 網膜組織 は， 神経細胞 の 種類 が限 ら れ てお
り
6，
， それら の 電気生理学的研究や シ ナ プ ス 相互 作用
に関して の 知見が 数多く報告さ れ て い る の で
7，
， 網膜
組織は， 中枢神経系の 機能の 研究に 有用 なモ デ ル 系と
考えら れる．
一 方 ， Kuo ら町は， ウ シ網膜に 特異的な cD N Aくc o m－
ple m entary D N Al を す で に 数種類ク ロ
ー
ニ ン グ して
いる ． これ らの CD N Aク ロ
ー ン の 一 つ くpC R3941 は，
オプシ ン を コ
ー ドす る ク ロ ー ン であ る こ とが 判明 して
いる ．
本実験で は， pCR 394 とは 明白 に 制限酵素地図が異
なる網膜に 特異的な cD N Aク ロ ー ン くpC R 3071 をプ
ロ ー ブとし て選び ， O kaya m a． Berg法91に よ る cD N A
ライ ブラ リ
ー か ら新た に ス ク リ ー ニ ン グ を行 っ た
．
そ
の結果， m R N Aくm es s enge rR N Al の 長さ に 近 い 一
つ の ク ロ ー ン くpC R18う を単離 し， その ク ロ ー ン の 諸
性質お よ び DN A塩 基配列 の 解析 を行い ， 網膜 に 特異
的な蛋白質を推定し たの で報 告す る．
材料お よ び方法
1 ． 実験動物お よ び培養細胞
ウ シ の網膜， 脳およ び肝臓 は， 石 川県食肉セ ン タ ー
より， ヒ ト網膜芽細胞腰の 細胞株 Y79 は， Cr o c e博士
くW iste r In stitute， P hiladelphial よ り， WE R Y は
McFall博士 くWi11s Eye Hospital，P hiladelphial よ
り， マ ウス 神経芽冊胞腰 X ラ ッ ト膠 腰椎種 N GlO8－15
細胞は， N ire nberg博士 くNatio n al He a rt， Lung a nd
Blood In stitute， Natio n al In stitute of He alth，
BethesdaIよ り分与さ れ た もの を用 い た ． 腫 瘍細胞は，
10％ウ シ胎児血清を含む Dulbe c c o，s m odified Eagle
，





2 ． R N Aの 単離
R N Aの 単離は， C hirgwin ら1 0切 方法 に 従 っ た ．
織およ び細胞 を6 M グアニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト溶液 で
抽出し， さ ら に 抽出物 を 5．7 M 塩化 セ シ ウ ム に 重層
し， 40．OO Or． p． m ，12時 間の 遠心 に よ り 全 R N A を得
た． ポリ 仏 沌 N A は， Aviv ら
1 1切 方法に 従 い ， オ リ
ゴくd Tlセ ル ロ ー ス カ ラム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を行 い ポ
リ 仏I R N A 分画 を調 製 し た．
3 ． cD N Aラ イ ブ ラ リ ー の 作製
本研究は， 金沢 大学 細換 え D N A安全委員会 の 承 認
を得 て 行 っ た ． ウ シ 網 膜 cD N Aラ イ ブ ラ リ ー は，
Okayam a－Berg 法9，に よ っ て 作製 し た ． す な わ ち，
eD NA ． プ ラ ス ミ ド組 換 え体 は， d T鎖一付加 ベ ク
タ ー ． プ ライ マ ー と ウ シ 網膜 の ポリ 仏J R N Aに 逆転
写酵素を用い ， ．山 本鎖 cD N A を合成 した． 次 に， タ ー
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ミ ナ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ を 用 い d C鎖 を付加 し，
Hind IIIt肖化後， dG 鎖 一 付加の リ ン カ ー D N Aお よ び
D N Aリ ガ ー ゼ を用 い ， 環状化さ せ た． 最後 に ， リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ H， DN Aポ リ メ ラ ー ゼI お よ び D N Aリ
ガ ー ゼ を用 い ， R N Aを D NA に 置換 して 環状化 ベ ク
タ ー ． CDN A標品 を得た． こ の 組換え D NA 標晶 を，
か レシ ウム 処理 した 大腸菌 H B lOl のコ ン ビ テ ン ト細
胞内に 導入 し， 形 質転換させ た1 2I． 得ら れ た菌を， 50倍
容の 培養液中で振 とう 培養 し， ア ン ピシ リ ンく100ルgノ
mllを加 え， さ ら に 一 昼 夜培養 を行 っ た もの を cDN A
ライ ブラ リ ー と した
． 約1メイg の ポ リ くAう R N A か ら
3 XlO7個の トラ ン ス フ ォ ー マ ン トが得ら れ た．
4 ． ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 法 に よ る標識 D N A
の 調製
仁3 2Pコ標識 D N Aの 調製は， ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ
ン法 用 に 従 っ た ． 反応組成 は， 50mM トリス一塩酸緩
衝液くpH 7．2l， 10m M 硫酸 マ グ ネシ ウム ， 0．1m M ジ
チ オス レ イ ト ー ル ， 50鵬 ノml ウシ 血清 アル ブ ミン ，仁3 2
Pコd C T P， 各々33pM d A T P， d G T P， d T T P， デオ
キ シ ヌ ク レ ア ー ゼI t250ngノml お よ び D N阜 ポ リメ
ラ ー ゼ 工 く11単位フ か らな る． 15
0
C， 2時間反応後，
セ フ ァ デ ッ ク ス G－50の ス ピ ン カ ラ ム に よ り 標識
D N A を分離 した ． 上 記 の 方法 に よ り， 通常 1 XlO8
Cpm ルg の 標品 を得た．
5 ． コ ロ ニ ー ハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ ン
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に 形成さ せ たア ン ピシ リ ン 耐性
コ ロ ニ ー を， ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル を含ん だ培地 に移
し， プ ラ ス ミ ド の 増幅 を行 っ た ． Gr u n stein ら 川 の 方法
に 従い ， プラ ス ミ ド D N A を オ乃 Sオぬ の 状態で アル カ リ
に よる溶菌 と D N Aの 変性に よ り フ ィ ル タ ー に 固定 し
た
．
ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン で 得られ た亡3 2Pコ標識
D N Aプ ロ ー ブ を 用 い て ， コ ロ ニ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
し た
．
フ ィ ル タ ー を 50m M ト リス一塩 酸緩 衝 液
くpH 7．5l， 1 M塩化 ナ トリ ウム ， 10 m M E D T A，
10倍量 De nha rdt溶液 肛 2％ニ ウ シ血 清ア ル ブ ミ ン ，
フ ィ コ ー ル ， ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ンう， 0．1％ ラ ウ ロ イ
ル ザ ル コ シ ン， 5jLgノml変性 pB R 322 D N Aお よ び 50
声gノnl 変性 ヤ ツ メ ウ ナ ギ D N Aを含む ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 混液 中で 65
0
C， 3時間前処理後， プ ロ ー ブ
を含む ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液中で 650C，12時間
反 応させ た． 次 に ， フ ィ ル タ ー を0．1 倍量 S S Cく1倍
量 S S C二 0 ．15 M塩 化 ナ トリ ウム ， 0．015 M ク エ ン 酸
ナ ト リ ウ ム1， 0．1％ラ ウ ロ イ ル ザ ル コ シ ン の 溶液 で
65
D
c， 20分間ず つ 3 回洗い 乾燥さ せ た後， 増感 ス ク
リ ー ニ ン グ を用 い て －700Cで オ ー ト ラ ジオグ ラ フ イ ー
を行 っ た ．
6 ． プ ラ ス ミ ド D N Aの 単離
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5 ml培養液 か ら の プ ラ ス ミ ド は， Holm esらl 引の
boiling法 を用 い る簡便法 で 得た ． ま た， 大量 の プ ラ ス
ミ ド D N A は， リ ゾチ ー ム ． トライ ト ン X．100 を用 い
る Maniatis ら
1 61の 方法 で 単 離 し た の ち， Be ckm a n
V Ti65ロ ー タ ー を用 い て， 47，000r． p． m ， 12時間の 塩
化セ シ ウム 平衡密度勾配遠心法で精製し た．
7 ． 制限酵素地図の 作成
制限酵素消化 D N A を， 0．8％－1．5％ ア ガ ロ ー ス ゲ
ル また ほ 5％ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 で 分離
し， 臭化 エ チ ジウ ム で 染色後， 紫外線照射 に よる発 色
よ り D N A断片の 長さ を決定し た． 泳動緩衝液は両 ゲ
ル 系と も ト リ ス ー ホ ウ酸緩衝液くpH 8．31 を用 い た．
8 ． Nortbe rnプ ロ ッ ト解析
ウ シ網膜， 脳お よ び肝臓か ら調製 した ポ リくA I R N A
を グ リオ キ サ ー ル 下 で 変性 さ せ 川 ， 1 ％ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電気泳動を行 っ た ． 泳 動後， So uthe rn法1 8Jの 手順に
従 っ て， ポ リ くAI R N A をニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル
タ ー に プ ロ ッ ト し た． フ ィ ル タ ー を10m M リ ン 酸 ナ
トリ ウ ム 緩衝液くpH 7l， 1倍量 Denha rdt溶液， 0．75
M 塩化 ナ トリ ウム ， 25m M E D T A， 0．2％S D S， 50％
ホ ル ム ア ミ ド お よ び 50ノJgノml変 惟 ヤ ツ メ ウ ナ ギ
D NA を含む ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液 中 で 43
0
C，
8時間前処理後，E3 2Pコ標識 D N Aプ ロ ー プを含 む ハ イ
プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン混液中 で 43
0
C，17時間ハ イ プ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ． フ ィ ル タ ー を ， 2倍 量 S S C，
0．2％S D Sく室温1， 続い て 0．1 倍量SS C， 0．2％S DS溶
液く50
0
Cl で そ れぞ れ 30分間洗浄 し， オ ー トラ ジオ グ
ラ フ イ ー を行っ た ．
9 ． D N A塩基配列の決定
塩基配列 は M a x a mら1 91に よ る 化学的配列決定法
お よび Sa ngerら
2 Olが 開発 し， M e ssing
2りに よ っ て 改良
さ れ た M13フ ァ ー ジ を用 い た ジ デ オ キ シ 法 に 従 っ て
行っ た ． 前者の 方法は， D N Aの 5
，末端 を アル カ リ ホ ス
フ ァ ク ー ゼ処理 で脱 リ ン酸 した後， Fr－ 3 2PコA T P存在
下 ， T 4 ポ リヌ ク レ オ チ ド キ ナ
ー ゼ を用 い 5
1末端標識
を行 っ た ． 制限酵素を用 い 切断 した D N Aを， アク リ ル
ア ミ ド ゲ ル 電 気泳動 で 分離 し， 回 収 し た．亡32Pつ標識
D N A断片を 4等分し， G， T＋ C， C お よ び AンC に特
異的な塩基の 化学修飾 を行 っ た後 ， 20％お よ び 8％ポ
リア ク リ ル ア ミ ド く8 M尿素 を含むう ゲル 電気泳動 を
行 い ， D N Aの 塩基配列 をオ ー トラ ジオ グラ フ イ ー で
決定 した． 一 方 ， 後者の 方法は， D N A断片を フ ァ ー ジ
M 13m p8 およ びm p9 の ベ ク タ
ー に 組 み込 み， 大腸菌
JM lOlに 導入 した． プラ ー ク選択後， フ ァ ー ジ 一 本鎖
D N A を増殖 し， 分離 した ． 相補鎖 D N Aの 合成は， ジ
デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ドお よび D N A ポ リメ ラ ー ゼ 工 の
Klen o wフ ラ グ メ ン ト存在下， プ ラ イ マ ー を 用 い て
行 っ た ． 塩 基配列 は， 8％ ポリ ア ク リ ル ア ミ ドく7M
尿素 を含む げ ル 電気泳動後， オ ー ト ラ ジオ グラ フィ 一
に よ り 決定 した．
10． ハ イ ブ リ ッ ドー選択法 に よ る翻訳実験
ハ イ ブ リ ッ ドm選別 法の 手順 は， Cleveland ら22切
方法 に 従 っ て 行 っ た ． Hind III消化 プ ラ ス ミ ドD N A
く別 封gう を 10m M tl リ ス 一塩 酸 緩 衝 液く1 mM
E D T A を含む， pH 7■51 中で 10 分間沸騰後， 0．5 N水
酸化 ナ ト リ ウム 溶液 で 変性 さ せ た ． D N Aを6倍量
SS Cで 希釈 し， 1 ．5cr n平方の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フィ
ル タ ー 上 に ス ポ ッ トし た． フ ィ ル タ ー を 6倍量SS Cで
洗い ， 80
O
C， 2時間加熱後， 10m M PIP ESくpH 6．姑
40m M 塩化 ナ トリ ウム ， 4 m M E D T A， 50％ホ ルム
ア ミ ド お よ び 0．5 m glml麦芽tR N Aか ら なる ハ イプ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液 中で 4l
O
C， 12時間処理 した． 次
に ， こ の フ ィ ル タ
ー を ， 20ノノg の ウ シ 網膜 ポリ 払う
R N A を含 む ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 混液中で， 4 lOC，
15時間反応さ せ た． フ ィ ル タ ー の 洗浄 は， 次の 手順で
行 っ た ． 1， 1 m M の 1倍量 S S C， 0．5 ％S DS溶液で
15 分 間室温 で 2 回， 211 mlの 0．1倍量 SS C， 0．5％
S D Sで 15分間室温 で 3 回， 31 同溶液で 15分間50
G
C
で 1 回， 4110m M ト リスm塩酸， 2 m M E D T AくpH
81の 溶液で 60
0
C， 15分間行 っ た ． 非特異的な mR N A
を フ ィ ル タ ー よ り 除い た後， 蒸留水 を加え， 90秒の加
熱処理 を行 い ， CD N A と特異的に ハ イ プ リダイ ズして
い た m R N A をフ ィ ル タ ー か ら 溶 出 さ せ た． 麦芽
tR N A を キャ リ ヤ ー と して m R N Aを エ タ ノ ー ル沈澱
に よ っ て 回収 した ． こ の m R N A を 1JLlの 蒸留水 に溶
解 し， 仁3 5Sコメ チ オ ニ ン 存在下， ウ サ ギ網状赤血球由来
の無細胞蛋白合成系 で翻訳さ せ た． 仁3 5Sコメ チオ ニ ン標
識蛋 白の 分 析は， S D S－ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲル電気
泳動 に よる La e m mli231の 方法に 従 っ た ． その検出は，
Borner ら 細 の 方法 に よ る フ ル オ ロ グ ラ フ イ 一 に従っ
た
．
1 1． So uther nプ ロ ッ ト解析
高分子 量 D N A は， Blin ら25切 方法に 従い ， ウシ脳
か ら調製 した ． 得られ た D N Aを数種類 の 制限酵素で
処理 した の ち，0．8％ア ガ ロ ー ス ゲ ル で D NA 断片を分
離 した ． 泳動後， So uther n法1 8Jに よ り ニ ト ロ セ ル ロ
ー
ス フ ィ ル タ ー に プ ロ ッ ト し た ． フ ィ ル タ
ー を20mM
H E P ESくpH 7l， 1 m M E D T A， 3倍量S SC， 0．5
倍量 De nha rdt溶液， 50％ホ ル ム ア ミ ド， 100JLglml麦
芽 tR NA お よ び 10JJglml変性 ヤ ツ メ ウ ナ ギD NA
を含 む ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン 混液中で 4l
O
C，45時間
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ． 反 応後， フ ィ ル タ
ー
を 0．1倍量 S S C， 0．1％S D S溶液中， 50
0
C， 20分間3
回 洗浄 し， オ ー トラ ジ オ グラ フ イ
ー を行 っ た ．
網膜に 特異 的 な CD N Aしの ク ロ ー ニ ン グ 625
12． Dot プ ロ ッ ト解析
RN Aの dot プロ ッ トは ， W hite ら
2 6Iの 方 法 に 従 っ
た． R N A を7■4％ ホ ル ム アル デ ヒ ド， 6倍量 S S C， 5
mM E D T A を含む溶液 で 懸濁し， R N Aを 60
0
C， 15分
間処理で 変性さ せ た後， ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス フ ィ ル タ ー
上に スポ ッ ト した． フ ィ ル タ
ー を， 50m M H E P ESくpH
7l， 3倍量 S S C， 1倍量 De nhardt潜渡， 200fLg麦芽
tR NA お よ び50JLglml変性ヤ ツ メ ウ ナ ギ D N Aを含
むハ イプリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン 混液中で ， 4 2
0
C， 2時 間の
前処理を行 っ た後， ヒ
3 2Pコ標識 DN Aプ ロ ー ブ を含む ハ
イプリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン混 液中で 42
0
C，15時間反応 させ
た． フィ ル タ ー を 2倍量 S S Cで 室温 ， 1 時F乱 次に 0．1
倍量S S C，0．1％S D S溶液 で 55
O
C，4 5分間洗 浄後， オ ー
トラジオ グラ フ イ ー を行 っ た ．
13． 試薬類
実験に 使用 した酵素お よび薬品 は 下記 か ら得た． ト
リ骨髄芽症ウイ ル ス逆 転写酵素， セ フ ァ デ ッ ク ス G．50
は生化学工 業よ り， タ ー ミ ナ ル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ ，
D NA ポリメ ラ
ー ゼ I は B R L く米国l よ り購入 し た．
麦芽tR N A， ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ， イ ソ プ ロ ピ ル ガー
D－チオ ガラ ク ト ピ ラ ノ シ ド， 5－ブ ロ モ ー4－ク ロ
ロ ー 3 － イ ン ドイ ル タ Dー－ガラ ク ト ピラ ノ シ ド， ア
ガロ ー ス はSigm aく米 国l よ り， ウサ ギ網状赤血球ラ
イゼ ー ト， M 13m p8 お よ び m p9 ベ ク タ ー ， F3 5Sコメ チ
オ ニ ンtD800 Cilm mol ， 亡a ． 3 2Pコd C T P ト 3000 Ciノ
m m oり およ び A mplify は Am er sha m く英国l か ら購
入した． D N Asequ e ncingsyste m， L3 2Pコは N E Mく米
国1 より， ア ン ピ シ リ ン ナ トリ ウム は明 治製菓よ り，
T4ポリ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ， バ ク テ リア アル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び T4 D N Aリガ ー ゼ は宝 酒 造よ
り購入した． 制限酵素， Na rI お よ び Rs aI は和光純薬
より， AluI， Ba mH I． BglII， Ec oRI， H haI， Hin cII，
HindIII， PstI， Pv uII， SalI， Sa u3 A I， Sm aI， TthlllIお
よびX boI は宝酒 造よ り購入 し た． ニ ト ロ セ ル ロ ー ス
7イ ル タ ー はSchleiche r8t Scherellく米国1 よ り，
X線フイ ル ム は Kodakく米国l よ り購入 し た． そ の 他
の化学薬品 はす べ て 市販 の 特級品 を用 い た．
成 績
1 － pC R18 の クロ ー ニ ン グ
pC R307の イ ン サ ー トは 480 塩 基対 で あ り， 相当す
る nlR NAく約 1，000ヌ ク レ オチ ドう に 比 べ て ず っ と短
かく8I， 解析に は適当 で な い
．
そ こ で ， 完全 長の cDNA
を単離する ため に ， O kaya m a－Berg法で 新た に 作製 し
たcD N Aラ イ ブ ラ リ ー を用 い て ク ロ ー ニ ン グ を行 っ
た． pCR 307の イ ン サ ー ト を 仁3 2Pコ 標識 した も の を プ
ロ ー ブとし て 剛 1 ， コ ロ ニ ー ハ イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン
Fig． 1． Sc r ee ni g ofretin a－ Spe Cific clo n e s．
T he libr a ry of bo vine retina cD N Aw a s c o n－
Stru Cted by the m ethod of Okaya m a a nd Berg．
CDN A－pla smi dre c o mbin a nt m ole c ule s were
pr epa red u sing poly くAI R N A fro mthe bo vin e
retin a， d T－tailed v e cto r－prim er a nd d G－tailed
linke r． T he cyclized v e ctor－ CDNA pr epa r atio n
W a S u Sed to tra n sfo r m the c o mpete nt E
H BlOl
． Ampicillin －re Sista ntくApRla ndtetr a cyc－
1in e－ Se n Sitive くTcSI c olonie s w e repicked o nto
aga r plate s co ntaining a mpicillin a nd gr o w n
O V er night at 37
O
C． A bo ut 12
，
000c olo nie sfr o m
r eplic ated nitr o c el ulos efilte r s were screened by
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Fig． 2． Restrictio n en zym e m ap ping a nd sequ en c e
Str ateg yOfpC R1 8，
A ． Re strictio n m ap ofpC R18． T he pla s mid D N A
W a Sdigested with se v e r al re strictio n e ndo ．
n u cle a s e s a nd r es ulting D N A fr agm e nts w e re
ele ctr opho resed on 5％ polya c ryla mide gel o rl．
0 － 1．5％ aga r o segels． Ha eIII－digested CoIEl
a nd H indIII－dige sted AD N A w er e el ctr o－
pho r es ed a s m ole c ula r siz e m a rke rs．
B． Sequ en cing str ateg y， T he sequ e n c e w a s
perfor m ed a c c ording to the m ethod of Ma x a m
a nd G ilbertく． 十 1a nd the dide oxy te m inatio n
m ethod of Sa nger et al．く8－－－1．
C． Restrictio n m ap ofpC R 307which w as u sed for
PC R18 clo ning a s apr obe． P， PstIニ S， SalIi H，
HincIIi E， Ec oRIi Bg， BglIIニ Ba， Ba mHIこ
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を行 っ た ． その 結果， 12，000個の コ ロ ニ ー の 約 1％が
pC R307 プロ
ー ブ と ハ イ プ リ ダイ ズ した く図 い ． その
中か ら 30個の コ ロ ニ ー を再 ス ク リ ー ニ ン グに か け， 最
終的 に 22個の 単 一 コ ロ ニ ー を得た ． そ れ らの コ ロ ニ ー
か ら プラ ス ミ ド D N Aを単離 し， ア ガ ロ ー ス電気泳動
に よ っ て そ の cD N A イン サ ー ト の長 さ の 決定 お よ び
制限酵素地図 を作成 した ． 21個 の ク ロ ー ン は プ ロ ー ブ
くpC R 307うと同 じ制限酵素地図 を示 し， 400旬 600塩基
対の長さ で あっ た
．
一 方 ， pC R 307 と異な る制限酵素地
図を示 す ク ロ ー ン が 一 つ 存在 した． こ れ はイ ン サ ー ト
の長 さが約 1000塩基対 で あ っ た く図2う． そ こ で ， こ
の 一 番長 い ク ロ ー ン くpC R18つ を用 い て， さ ら に 解析
Fig．3． No rthern blot a n alysis ofpCR 18．
PolyくAIR N Asfr o mthebovin e retin a，br ain a nd
liv e r w e re ele ctr opho retic ally fr a ctio n ated in a
agaro se gel a nd blot－tr a n Sfe rr ed to a nitr o
－
cellulose pape r． T he filte rblot w a shybridized
to the nick．tr a n slated く1XlO8cpmlFEgン in s ert
くNa rI － Ec oRIJ of pC R18． Ea ch la n e c o ntain s
5JLg Of poly くAナ R NA fr o m bovin e r etin aくRl，
br ainく別 andliverくLl． Bo vin eく28S，18SIa nd E．
coliく23S， 16S， 5SlrR N Aw er e u s ed a s m ole c ula r
Size m a rke rs．
を進 め た．
2 ． pC R18の No rthe rnプ ロ ッ トに よる 解析
pC R18ク ロ
ー ン の 網 膜組織特 異性 お よ び mR NA
の 大き さ を確 か め る た め に ， No rthern プ ロ ッ ト解析
を行 っ た ． ウ シ の 各種組織か ら抽出 した ポ リ 仏1RN A
を グ リオ キ サ ー ル に よ り変性さ せ ， 1 ％ア ガ ロ ー スゲ
ル 電気泳動 した． ニ トロ セ ル ロ ー ス ペ ー パ ー に 移した
後， ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン法 に よ っ て 得られた仁32
Pコ標識 D N A プロ ー ブ くpC R 181 とハ イ プリ ダイゼ ー
シ ョ ン を行 っ た ． その 結果， pC R1 8 は網膜組織からの
ポ リ 仏 HモN A との み ハ イ プ リ ダイ ズし， 脳お よび肝
臓の 組織 か らの ポ リ くAIR N A と はハ イ ブリ ッ ド形成
が 認め られ な か っ た く図3ン． した が っ て ， pC R18の
CD N A イン サ ー ト は 網 膜 に 特 異 的 で あ り， か つ
m R N Aの 長さ に ほ ぼ近 い こ とが 明 ら か とな っ た ．
3 ． D N A塩基配列の 決定
m R N Aに よ っ て 翻訳さ れ る蛋 白質 を 同定するため
に ， pC R18の cD N A イン サ
ー トの 塩 基配 列の 決定を
行 っ た ． 図2 に pC R1 8の 制限酵素表図 ， およ び各断片
の 塩基配列 を決定 し た 方向 を示 す。 pC R18の cDN A
イ ン サ ー トは ，M a x a m，Gilbe rt法お よ び ジデオキシ法
を用 い て D N A塩基 配列 を決定 した． 図4 にその 一 次
構造 を示 す ． cD N A イン サ ー トの 長さ は 905 ヌク レオ
チ ドで， 3
，
一 末端部分に 8 1塩基の ポリくAう鎖を含んで
い た． ま た， ポ リ くAI 鎖か ら20へ 25番 目上 流 に
A A T A A Aの ポリくAl付加 シ グ ナ ル が 認 めらj■tた． 他
の 特 徴的 な配列 と し て， 対 称 配列 くT G T A TECコ
T A TGT， 7 58M7 681 お よ び く り か え し 配列
くC C C G T C C， 23M29 と 75－81こ C G C G G C G， 30－ 36
と 108－ 1 14こ C A A A T C A A， 630－637 と 650－6571
が認 め られ た． イ ン サ ー トの 5，－ 末端か ら 138－140番
目 に メ チオ ニ ン コ ド ン くA T Gう が認 め られ た． こ れら
の メ チ オ ニ ン コ ド ン か ら 579 － 581番目の 終止 コ ドン
くTCAl ま で 連続 した ope n r e adingfra m eが存在し
た
． 推 定さ れ る蛋白質 の ア ミ ノ 酸残基 は 147 個であっ
た ． こ の 蛋 白質と既 知 の 蛋 白質 く約3，100種プ との ホ
モ ロ ジ ー を大型 コ ン ピ ュ ー タ ー で 検索し た． その結 乳
本蛋白質と輯似性 を有 する 蛋白質 をデ ー タ ー バ ンクか
ら見出す こ と は で き な か っ た ．
4 ． 無細胞蛋白合成系に よ る， ウ シ 網膜 m R N AJノ
翻 訳産 物の 解析
ウ シ 網 膜 全 ポ リ 仏1 R N A とpC R18 との 間 レり
R N A．D N Aハ イ ブリ ッ ド形成法 に よ っ て ， m R NA を
選 別 し た． そ の m R N A を ウサ ギ網状赤血球由来の無
細胞系蛋白合成系 を用 い て， 玩 z府 和 で 翻訳 させた一
都 訳産 物 を S D S－ ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気泳動
に よ り 分離 し， オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ 一 によ り検出し
網膜 に 特異 的な CD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
た個 5 l． pC R1 8 とハ イ ブ リ ッ ドし た m R N A は， 約
軋000ダル ト ン の ゲ ル 移動 度 をも つ 蛋 白質 を コ ー ド
した ． また ， ニ の
バ ン ドは対照反 応 系 に は認 め られ な
か っ た ．
5 ． pCR 18の So uthe rnプロ ッ ト解析
ゲ ノ ム D N A 上に pC R18遺伝子 の コ ピ ー が複 数個
存在するか どう か を確か める た めに ，So uthe rnブ ロ ツ
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ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法に よ り を調 べ た ． ゲ ノ ム
D N Aをウ シ 脳か ら抽出し た後， CD N A イン サ ー トに
切 断部位 の な い 制 限酵 素 HindIJI， PstLお よ び
Ba mH Iで D N A を消化 した． 生 じた 断片を アガ ロ ー
ス ゲル 電気泳動 に よ り分離し， ニ トロ セ ル ロ ー ス ペ ー
パ ー に 移し た後， E3 2Pj 標識D N A プロ ー プ くpC R1 81
と D N A－D NA の ハ イ ブ リ ッ ド形成反 応 を行 っ た ． そ
TTTAGCCTCAGCCGTGA
17







































Pr oPheHisThrAspSe rPr oSe rIleGlnGlyGlnTrpHisPr oPheTh
CCCTTCCACACGGACAGTCCTAGCATCCAGGGTCAGTGGCACCCCTTCAC
TlrハloLeuGlyCysSe rSerArgGlyPr oGluSe rCysPr oA
ACAGCACTGGGGT CTCCTCGAGAGGTCCAGAATC T6 CCCG



























































































































































Se rTrpPheAlqSe rArgGluThrAspGluAloThrAs nGlyVc1 LeuLe uAIcITrpAsp
TCCTGGTTTCTTCACGGGAGACAGATGAAGCCACC ATGGGTACTTCTTGCTTGGGAT
句97
LysGluGluLeuPr oVoISerPheAspVc1 HisArgGluAlqGlyThrVclSerLe uLe u
AAAGAAG GCTGCCTGTCTCTTTTGATGTCCACCGTGAGGCAGGGACTGTGAGTCTCCTC
557










Fig． 4－ Nu cle otide sequ e n c e ofthe retin a． specific cD N Aclo n e， pC R18．
T he nu cle otide s equ e n ce sta rts at the po sitio nl ofthefirst nu cle otideくTJfo1lo wingthe
Oligoくd Gナsegm e nt． T he amin o a cidsequ e n c ebegin swi ththefir stin －Phase ATG c odo n
fo r a slng elo ng ope n－ re adingfr a m e． Te r min atio n c odo nis m a rked with
射 川
． Possible
polyadenylatio n slgn al， A A T A A A， is underlin ed． T he n u mber sbelo w the s equ e n c e a r e
n u cle otide po sitio n．
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の結果， HindIII，PstI お よび Ba mH ト消化は， そ れ ぞ
れ 3．25 K塩基， 3．4 K塩基， 3．1 K 塩基 を示 す 一 つ の
D N A断片が検出さ れ た く図6う． した が っ て ， こ れ ら
の結果は， pC R18遺伝子 が ウ シ ゲ ノ ム 中に 単 一 コ ピ ー
と して 存在 してい る こ と を示唆 し て い る．
Fig． 5． Ln vitn tr a n slatio n of pC R18
rselected
retin a mR N A．
pC R 18 D N Aw a slin e a riz ed by H indIII，de n atu red
a nd spotted o nto a nitr o c ellulo s efilte r． T he
filte r w a shybridiz ed to polyくAIR N A from the
bo vin eretin a． Hybridiz ed R N Aw a s eluted with
distilled water． Eluted R N Ao rdistilled w ate r
くa s c o ntrol w a str a n slated in a r ab bit r etic ulo－
Cyte lys ate c o ntaining
3 5Sィn ethio nin e． T he
r adiolabeled produ cts w e re ele ctr opho r e sed on a
12．5％ S D S－ pOlya cryla mide gel． T he ba nd
Sho w nby a rrowhe adく一Iis atr a n slatio npr odu ct
Ofthe e ndogen o u sR N A in the r etic ulo cytelysate
u sed． T he a r ro wト1indic ate s aba nd of 19，000
dalto n s， Which w a s atr a n slatio n alpr odu ctfr o m
pC R 18－ Selected m R N A a nd n ot se e nin the
c o ntrol． T he m ole c ula r w eight sta ndards u sed
ar e a sfollo wsこ phospho ryla sebくM Wニ 92，500J，
bovin ese ru m albu min くM Wニ 66，200l， O V albu min
くM Wニ 45，0001， C a rbo nic anhydr as eくM Wニ 31，0001，
s oybe a n try psin inhibito r くM W こ 21，5 00l，
1ys o zym eくM Wニ 14，400l．
6 ■ 網膜芽細胞脛 m R N Aへ の 交叉－ハ イ プリグイ
ゼ ー シ ョ ン
種 々 の 腫 瘍神経細胞 に お い て， pC R18 に 対 する
m RN A が発現 し て い る か どう か を 調 べ る た め に，
R N Aの dot プ ロ ッ ト解析 を行 っ た ． ヒ ト網膜芽細胞
腰 くY 79細胞 楓 W E R工細胞株う お よ び マ ウス神経芽
細胞 腫 X ラ ッ ト膠腰椎種くNGlO8－151の 細胞株からポ
リ くAIR N Aを抽出 し， 0．625JLg か ら 5JLg の 範囲の
R N A量を ニ トロ セ ル ロ ー ス に プ ロ ッ トし， E32Pコ療識
D N Aプ ロ ー ブくpC R 18と ハ イ プ リダイ ゼ ー シ ョ ンを
行 っ た く図7う． そ の 結 果， Y 79お よ び W ER工細胞株
に お い て， ハ イ プ リ ダイ ズが認 め られ た． 一 方 ， 同 叫
条件 下， ウ シ 脳お よ び NGlO8－15細胞 に は ハ イ プリダ
Fig． 6． So uthe rnblot analysis of pCR18■
Genomic bo vin e br ain D N Aく10jLg11an el w as
digested with H in dIIIくHl， PstIくPJo rBam HIく臥
ele ctr opho r es ed o n a O．8％ agar o s egel a nd
tr a n sferT edto a nitr o c ellulo sepaper． T hefilter
w a sthe nhybridizedtothe nick．tr a n slated く1XlO
8
cpmlJLglin s ert くNarI－Ec oRIl of pC R18． Ba nd
size s are三3．25k bくH indIIIl，3．4k bくPstIJa nd 3－1kb
くBa mH IJ． A H indIII．dige sted 入phage DN A
w a s u sed a s a size sta nda rd．
網膜 に 特異的な cD N Aの ク ロ ー ニ ン グ
Fig．7． Dot hybridiz atio n of the R N As fro m
va rious s o u r c eswith pC R18．
PolyくAI R N Aw a sis olated fro m n eu raltiss u e s
and n eu r o n al c ell lin e s． Serial diluted sa mple s
of e a ch R N Aw ere spotted directly onto a
nitro c ellulo s efilter a nd hybridiz ed withthe nick－
tra n slated ins ert くNa rI－Ec oRIl of pC R 1 8． T he
R N As w e refr o mthebo vin ebr ain， bo vin e r etin a，
hum an r etin obla sto m aY 79a nd W E RIc ells， a nd
m o us e n eu r obla sto m a x rat glio m a hybrid
N G lO8－15c ells． T he a m o u nt of R N Aspotted
w a s，fr o mtheleft to right， 0．625． 1，25， 2．5 a nd 5．
OiLg lnea Ch lin eL
イズは検出さ れな か っ た ． ま た網膜芽細胞腫 R N Aへ
の交叉 － ハ イ プ リグイ ゼ ー シ ョ ン は ， ウ シ 網膜組織と
ほぼ同じ レ ベ ル で あ っ た ． したが っ て ， これ らの 結果
は， ヒ トの網膜に も pC R18 とハ イ プリ ダイ ズす る遺伝
子が発現さ れて い る こ と を示唆 して い る ．
考 察
今回の 実験 に お い て ， 最初の コ ロ ニ ー ス ク リ ー ニ ン
グの 時に プロ ー ブ と して用 い た pC R 307 は， ウ シ の 網
膜と脳組織の 間で の プラ スノマ イ ナ スく＋ノー フ法に よ っ
て得られ た cD N Aの一一 つ で81， No rthe rnブ ロ ツ ト解
析によ っ て も網膜 に 特異的 な cD N Aで あ る こ と が確
認された もの で あ る
．
しか し， pC R 307の イ ン サ
ー トは
480塩基対で， 相 当す る m R N A は約 1，000ヌ ク レ オ
チドで ある た め， 完全長の CDNA を得る こ と を計画し
た
． 従来の ポ リd C法に よる cD N Aラ イ ブ ラ リ ー の 作
製では， S．ヌ ク レ ア ー ゼ処 理 時に 5
，
一 末端配列が失わ れ
るという 欠点が あ っ た ． 今回 は， そ の 欠点 を寛服 す る
た め に 開発 さ れ た O kaya m a－Be rg 法 を 採 用 し，
CDN Aライ ブ ラ リ ー を作 製し た． 約 12，000偶の ウ シ
網膜 cD NA ライ ブラ リ ー か らク ロ ー ニ ン グ を行い ， 得
られたク ロ ー ンの 中か ら 一 番長 い イ ン サ ー トを有す る
ク ロ ー ン くpC R181 を単離 した． しか し， こ の pC R18
629
ク ロ ー ン は pC R307 と は異な る制限酵素地図 を 示 し
た． そ こ で ， pC R 18 の組織特異性 を No rthe rnプ ロ ッ
ト解析 に よ っ て検討し た． こ の結果， pC R 18 は網膜組
織に 特異的で あ り， m R N Aの 長さ は約12Sく約 1，000
ヌ ク レ オ チ ドI で あ る こ と がわ か っ た ． 用 い た プ ロ ー
ブと 異な る制限酵素地図を示 し た cD N A を クロ ー ニ
ン グ した例 は， Yabus akiら271の 3 － メ チ ル コ ラ ン ス
レ ン誘導 チ ト ク ロ ー ム P 450 の クロ ー ニ ン グで報告さ
れ て お り， こ れ はチ トク ロ ー ム P 450 のフ ァ ミ リ ー で
ある こ とが明 ら か に され て い る． したが っ て， pC R 307
と今回得ら れ た pC R18 は，塩基配列に ホ モ ロ ジ ー のあ
る同 じフ ァ ミ リ ー と 考え られ るが ， こ の こ とを確認す
る に は両 cDNA の塩基配列の 決定が必須である．
得られ た pC R 18の イ ン サ ー トの 長さ は 905塩基対，
それ に 対 して m R N A の長さ は約 1，000 ヌ クレ オ チ ド
で ある た め， pC R18 が完全長の長 さか ら どの程度5
，
－
末端 部分 を欠 い て い る か を正 確 に 決定 す る に は，
prim er e xte n sio n実験 が必要で あり， 現在計画中であ
る．
pC R 18の 塩基配列の 決定に よ り， 次の様 な特徴が認
め られ た． まず， 5し 側 に G C－ 豊富な部分が存在す る
こと ， また C C C G T C Cお よ び C G C G G C G の く り返 し
配列が認 めら れ た． 一 方 ， 3， － 側 は AT 一 豊音で あ る こ
と， 特 に 800へ ■805番目に A A T A A A のポ リくAl 付加
シ グナ ル が存在 し， そ の 20塩基下流に ポ リ くAl 鎖が
81個付 い て い た ． また， C A A A T C A Aの く りか え し配
列お よ び T G T A TECコ T A T G T の対称配列が認 め ら
れた ．
pC R 18の 塩基配列 を， 現 在知 られ てい る網膜に 特異
的に 存在す る opsin2 自や tra n sdu cin2 91の塩基配列と 比
較 したが ， ホ モ ロ ジ ー は認め られ な か っ た ．
終止 コ ド ン は 579旬 581番目の T G Aで あ るが， 開始
コ ド ン は 138r － ノ140番目の メ チ オ ニ ンが 考え られ る． 開
始 コ ド ンよ り上 流 の 塩基配列お よび ハ イ ブ リ ッ ド ー 選
択翻訳実験よ り得 られ た情報 か ら， 138番目 の メ チオ
ニ ン か ら開 始す る 推定 open re ading fr a m eを と っ
た ． 推定さ れ る 蛋白質の 分子量 は 15，700 で あっ た ． し
か し， 最終的な開始 コ ドン の 決定に は， 蛋白質の 精製
を行 い ， その N末 ア ミ ノ 酸を 同定す る必要が あ る． ま
た， 蛋白質分解 を受 け る部位， 糖の つ く 部位お よ び N
末部分 に お け るリ ー ダ ー 配列 叫 は認めら れ なか っ た ．
本実験 か ら推定され た 蛋白質と 3
，
100種の 蛋白質の
デ ー タ ー バ ン ク く金 沢 大学ニ Naka shim a
，
s pr otein
Sequ e n C elibra ryjか ら ホ モ ロ ジ ー を調べ た と こ ろ， 一
部の ア ミ ノ 酸配列に つ い て ，20旬 30％の ホ モ ロ ジ ー で ，
ニ ワ トリ牌臓 工gラ ム ダ型 軽鎖お よ び タ バ コ モ ザイ ク
ウイ ル ス 30 E 蛋白質な どが検索 され た が ， 結論的 に
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は， 有意 なホ モ ロ ジ ー の あ る 蛋白質 をと り 出す こ と は
で きな か っ た ． した が っ て ， 本蛋 白質 は新し い 蛋 白質
と考 えられ る ．
本 蛋 白質 が網膜組織 に 特 異的 で あ る こ と は，
Northern プ ロ ッ ト お よ び dot プ ロ ッ ト解析 に よ っ て
確 か めら れた が， さ らに は， 一 部の ア ミ ノ酸 を合成 し，
こ れ に対 す る抗体 を作成 し， 免疫組織化学的検索を行
う こ と に よ っ て本蛋白質の網膜組織内分布お よ び その
機能 が推察さ れる 可能性が あ る．
本研究の よう に ， 遺伝子 工学 の 手法 を用 い た ク ロ ー
ニ ン グに よ り， 分化や 組織に 対 して 特異的に 発現され
る遺伝子 お よ び その産物 を解析 す る研究は ま だ端緒を
つ い た ばか り で ある が， い く つ か 報告 され て い る． ま
ず， 分化に つ い て は， ウ ニ 外胚葉 の 分化 くCa rpente r
ら311， マ ウ ス 脂肪細胞の分化くBe rnlohr ら
3 2り， ラ ッ
ト線維芽細胞の分化くM atrisia nら3 31 およ び マ ウ ス肥
満細胞の分化くYokota ら34りが 挙げら れ る． 一 方， ア
メ フ ラ シ の各種 ニ ュ ー ロ ン に特異的くSchelle rら3 5l ，
Ta u ssig ら
36l
， Na mbu ら
3 711お よ び ラ ッ ト脳 に 特異的
くSutcliffe ら3 8り な cD NA ク ロ ー ニ ン グ等も 報告 さ
れて い る．
So uther nプ ロ ッ ト解析 に よ り， ゲ ノ ム D N A上 に単
一 コ ピ ー 存在す る こ とが 明 らか と な っ た ． しか し， ゲ
ノ ム D N A上 での 大き さや イ ン ト ロ ン の 存在 な ど に つ
い て は， 分後， 明 らか に しな けれ ば な ら ない ．
dot プロ ッ ト に よる 解析 か ら ， ヒ ト 由来の 網膜芽細
胞腫 に 交叉 － ハ イ プリ ダイ ズ す る m R N A が存在 する
こ と は， 種 を超え て本蛋白質が網膜に 存在 して い る こ
と を示 す ． したが っ て， 今後 さ ら に解析 を進 め， 網膜
に お け る機能的役割 を明 らか に す るこ と が重要 に な る
で あ ろう ． また， ウ シ 網膜 に 匹敵す る程度， pC R18に
交叉 す る m R N A が Y 79 お よ び W E RI細胞株 に 発現
して い た こ と よ り， ヒ ト網膜芽細胞腫 は 本蛋白質の 機
能 を解明す る の に 格好 の材料 に な る と考 えら れ る．
結 論
網膜組織 に 特異的に 発現す る遺伝子 およ び そ の 産物
を解明 す る目的で ， ウ シ 網膜 に 特異的 な cDNA の ク
ロ ー ニ ン グを行い ， 以下 の 結論 を得た．
い ウ シ 網膜 cD N A ラ イ ブ ラ リー か ら， す で に 得 ら
れ た網膜 に 特異的な cD N AくpCR 3071 を用 い て ス ク
リ ー ニ ン グを行い ， pC R 307 と は異な る 制限酵素地図
を示 す新た な ク ロ ー ン くpC R 18を単離 した． pC R18
の イ ンサ ー トは 905塩基対 で あ っ た ．
2ン pC R18 は， ウ シ網膜 の約 12 Sく約 1，000ヌ ク レ
オチ ドフ の大き さを も つ m R N A との みハ イ プ リ ダイ
ズ し， 脳や 肝臓 とは 反応 しな か っ た ．
31 pC R18の D N A 塩基配列 の 決定よ り， 一 つ の
ope n re ading fr a m eの 存在 が認め ら れ， その 配列か
ら 147偶の ア ミ ノ 酸か ら な る 15，700 ダル トン の 蛋白
質を コ ー ド して い る こ とが 推定され た ．
4さ 推定蛋白質の ア ミ ノ 酸配列と デ ー タ ー バ ン クの
既知蛋白質 く3，100種ンと を比較したが， 有意なホモ ロ
ジ ー を もつ も の は見い 出す こ と は で き なか っ た
．
51 pCR 18に よ っ て 選 択 さ れ た m R NA は， 約
19，000ダル トン の 分子 量の 蛋 白質 をゴ乃 び才如 で翻訳
した ．
61So uthe rnプ ロ ッ ト解析 か ら， pC R18遺伝子がウ
シ ゲ ノ ム D N A中に 単 一 コ ピ ー と して 含 まれて いるこ
とが 示 さ れ た．
71 各種腫瘍細胞に つ い て ， pC R18に 対する mR NA
の発現 を調 べ た実験 か ら， pC R1 8 と交叉 － ハ イ プリグ
イ ズ す る遺伝子 が ヒ ト由来 の 網膜芽細胞腰に も存在す
る こ と が示 され た．
以 上 の 結果か ら ， pC R18 は網膜に 特異的な新しい蛋
白質 を コ ー ドす る ク ロ ー ン で あ る こ と ， およ びpCR18
の 遺伝子 が ヒ ト網膜芽細胞腫に も発現 して い る ことが
示 され た．
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Abstract
A fuu－1engt hcD N Aspe cific fo rt he r etin a w a s s elec
ted fro m abo vin e r etin al cD N A libr ary
c o n stru cted by t he m ethod ofOkaya m a a nd Be rg， by u s
ingthe r etin a
－SPe Cific cD N AくpC R 3071as
apr obe which had bee npr e vio u slyclo n ed in t
hislabo r ato ry． A bo ut12，00 0c olo nie s w er e s c re e n
ed
by t he c olo ny hybridiz atio n． Tw e nty
－ O n e Clo n es of 2 2clo n e shybridiz ed with pC R 3 0 7
and
show ed the sa m e r estrictio n m ap aspC R 3 0 7，but t he rem ainingo n eくpC R 1 8J with thelargestsize
had a diffe re nt re strictio n m ap ． pCR 1 8c o ntained the cD N A in s e rt of 9 0 5
bas epair sin le ngt
h
．
In No rt her nblot a n alysis， PCR 1 8 hybridiz ed to m R N Aspe cie sくabo ut 1 2 SJfro mthe bo
vine
retin abut n ot t hose fro m t he brain o rliv e r． T he n u cle otide s eq
u e n c e of the cD NA in s ertin
pcR 1 8r e v e aled a tentative single lo ng
ope n
－ r e ading fr a m ewhich e n c oded a 1 47 a min o
a cid
polypeptide of about 1 5，7 0 0 dalto
ns． No sigmi fic a nt s equ e n c eho m olog y with the d
edu ced
protein was fo und in the protei
n sequ e ncelibr a ry of about 3，1 0 0－ M e ss e ngerR N
A specie s wh
ich
網膜 に 特異 的な CD N Aの ク ロ ー ニ ン グ 63
w er ehybridiz ed with pC R 1 8a nd the n r el a s ed， dir e cted a poly peptide of 1 9，0 0 0 d al to n sin a
retic ulo cyte tra n slatio n syste m ． So ut he r nblot a n alysisindic ated that t he bo vin ege n o m e c o n－
tained a single c op yofthis ge n e－ Fu rthe r m o re， R N A dot blot a n alysis sho wed that the poly－
くAJRN Afr o mthe hu m a n r etin obla sto m a c ell lin esくY 7 9a nd W E R IJhybridized with pC R 1 8，
which w as of c o mpa r able degr e eto the bo vin e r etin a． T he r e sults indic ate that cD N Aclo n e
くPC R1 8ンw hich ha sbe e n n e wly clo n ed is e n c oding a n o v elpr otein spe cific fo rthe r etin a a nd that
the ge n efo r pC R 1 8clo n eis als o e xpre ss ed in the hu m a n r etin obla sto m a c ells， altho ugh its
protein fu n ctio nis u nkn o w n．
